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Résumé

Dans cette breve note, nous faisons un bilan de I'état des connaissances sur les biomarqueurs qui
influencent la réponse aux immunothérapies actuelles et de I'impact des évolutions technologiques
récentes (analyse en cellule unique, imagerie a multiples dimensions) sur |'analyse de ces
biomarqueurs. Les nouveaux développements et stratégies autour des cellules CAR-T et des
anticorps bispécifiques en immuno-oncologie sont également présentés.

Mots-clés : Points de contréles immunitaires; biomarqueurs; développements technologiques ;
analyses multiparamétriques a dimension multiples et spatiales; cellules CAR-T; anticorps
bispécifiques

Abstract

In this brief note, we review the state of knowledge about biomarkers that influence the response to
current immunotherapies and the impact of recent technological developments (single-cell analysis,
multi-dimensional imaging) on the analysis of these biomarkers. Also, new developments and
strategies around CAR-T cells and bispecific antibodies in immuno-oncology are presented.

Keywords: immune check-points; biomarkers; technological developments; high dimensional
multiparametric and spatial analysis ; CAR-T cells ; bispecific antibodies

Les récents succes cliniques des inhibiteurs des points de contréles immunitaires CTLA-4 et PD1 ont
fortement stimulé le développement des stratégies d'immunothérapie (1). Parmi les récentes
avancées, nous nous focaliserons sur les principales évolutions qui pourraient rapidement impacter
les pratiques médicales.

Premiérement, au regard des taux de réponse aux anti-PD1/anti-CTLA-4 (15-40 %), un des enjeux
majeurs est de pouvoir identifier les patients qui vont bénéficier des traitements et ainsi de proposer
des alternatives thérapeutiques aux patients résistants. Les études publiées récemment concourent a
montrer que les tumeurs des patients répondeurs présentent: i) de nombreux néo-épitopes
spécifiques des cellules tumorales (immunogénicité tumorale liée au fort taux de mutations et autres
altérations génétiques), ii) une infiltration en lymphocytes T CD8 cytotoxiques (de phénotype
résident mémoire), iii) une expression de PDL1 (et/ou de PDL2) dans I’environnement tumoral, et iv)
une signature transcriptomique de lymphocytes T activés (IFNy, génes de cytotoxicité). A I'inverse, les
tumeurs non-répondantes présentent des déficiences dans certains de ces marqueurs liés soit a des
altérations directes des voies de présentation des antigénes ou des réponses aux IFNs, soit a
I'activation de certaines voies d’oncogenése qui, pour des raisons encore mal comprises, semblent
s’opposer a l'infiltration ou a I'activation des lymphocytes T ou d’autres cellules immunes (2, 3). Des
données récentes rapportent I'implication d’autres éléments dans les mécanismes de réponse et de
résistance (pour revue 4) a savoir : i) l'infiltration en cellules myéloides et/ou macrophages, ii)
I'expression d’autres ligands/récepteurs ou enzymes inhibiteurs (TIM3, LAG-3, TIGIT, VISTA,
CD39/CD73, IDO), iii) la production d’isoformes de PD-L1 sécrétées ou associées aux exosomes, iv) le
microbiote commensal et I'impact des antibiotiques (5).

Le phénomene d’hyperprogression est quant a lui de plus en plus documenté chez certains patients
pour lesquels le traitement par anti-PD-1 semble accélérer la progression tumorale. Une étude



récente suggere un lien avec l'inhibition de PD-1 sur les lymphocytes T régulateurs (Treg),
augmentant ainsi leur fonction suppressive (6).

Dans le cadre d'une meilleure compréhension de ces mécanismes de résistance aux
immunothérapies, plusieurs études de preuve de concept ont mis a profit des technologies
émergentes telles que les approches de transcriptomique en cellules uniques et/ou d’imagerie a
dimensions multiples comme I'imagerie par cytométrie de masse (Cytof in situ). L'analyse du
transcriptome en cellule unique permet l'identification, jusqu’alors jamais égalée, de chaque cellule
et de son niveau d’activation et donc une définition fine des cellules du micro-environnement
stromal et immunitaire mais aussi de I'hétérogénéité tumorale (7, 8). L'imagerie a « multiples
dimensions », via I'analyse de plus de 40 paramétres (utilisant des anticorps couplés a des métaux)
permet la cartographie et la localisation fine des cellules immunes et leurs interactions entre elles et
avec les cellules tumorales (9, 10). Associées a de puissants algorithmes d’analyse (type intelligence
artificielle), ce type d’études appliquées a de plus grandes cohortes de patients permettra d’affiner
les parametres a prendre en compte pour prédire la réponse aux immunothérapies.

Au-dela des anticorps dirigés contre les points de contréle immunitaire, les lymphocytes T
chimériques (CAR-T cells) représentent, principalement en onco-hématologie, une deuxieme
révolution thérapeutique basée sur 'immunothérapie (11). Les évolutions récentes sont multiples et
peuvent se regrouper sous deux themes : i) les développements technologiques et ii) les stratégies
en tumeurs solides. Parmi les développements technologiques, on peut mentionner les
investissements autour des cellules CAR-T allogéniques dont le principe est de permettre un acces
immédiat a des banques cellulaires prétes a I'emploi, a l'inverse des approches actuelles
personnalisées nécessitant la génération de cellules CAR-T autologues pour chaque patient. Le temps
de préparation est un handicap certain chez ces malades dont les indications thérapeutiques
concernent actuellement des maladies réfractaires ou/résistantes. Dans ce méme objectif, le
développement d’UNICAR-T est en cours sur le principe d’un ciblage en deux étapes. Le CAR-T est
armé avec un récepteur chimérique dirigé contre un épitope absent de I'organisme, et le ciblage du
CAR-T sur la tumeur est permis par un anticorps dirigé contre un antigene tumoral qui est fusionné a
I’épitope reconnu par le CAR-T (12). D’autres développements en cours consistent a: i) supprimer
certains freins (type TGFP récepteur dominant négatif); ii) exprimer deux CAR, pour éviter
I’échappement via la perte d’'un des deux antigenes reconnus, ou augmenter la spécificité tumorale
(en couplant I'antigéne 1 au TCR-signal-1 et I'antigéne 2 a CD28-signal-2) ; iii) transformer un signal
inhibiteur en signal activateur (par exemple, chimére PD1 extra-cellulaire/CD28 intracellulaire) ; iv)
introduire un systeme suicide pour contréler le CAR-T en cas d’attaque des tissus sains ; v) utiliser les
NK plutét que les lymphocytes T et/ou des molécules de signalisation positive des NK comme NKG2D
ou CD16.

La plupart de ces développements technologiques sont réalisés dans I'objectif d’améliorer I'efficacité
thérapeutique dans les tumeurs solides. En effet, plusieurs difficultés supplémentaires doivent étre
surmontées dans les tumeurs solides : i) le recrutement au sein de la tumeur, la surexpression de
récepteurs aux chimiokines représentant une premiere stratégie, ii) la survie au sein d'un
environnement hypoxique et riche en acide lactique, I'induction de facteur de survie (type Bcl2)
étant une option envisagée, iii) la résistance aux nombreux mécanismes d’'immunosuppression de
I’environnement tumoral, ou de nombreuses stratégies sont évaluées telles que la délétion de PD1
ou l'expression d’un récepteur dominant négatif pour TGFB. Mais surtout, contrairement aux
lymphomes ou aux leucémies pour lesquels I'antigene tumoral ciblé par les cellules CAR-T est partagé
avec les lymphocytes B normaux (CD19, CD20, CD24) qui, méme s’ils sont déplétés, ne font pas courir
un risque vital au patient. Dans les tumeurs solides I'antigéne tumoral doit étre hautement spécifique



des cellules tumorales pour éviter toute attaque d’organe vital (poumon, rein...), ce qui représente
un défi majeur (effet on-target, off-tumor).

Une stratégie alternative a l'approche de thérapie cellulaire par les cellules CAR-T est le
développement d’anticorps bispécifiques. En effet les premiers anticorps bispécifiques qui ont été
développés ciblent le CD3 sur un bras et le CD19 sur 'autre bras et donc tout comme les cellules
CAR-T ciblent les lymphomes et les leucémies avec des lymphocytes de phénotype B. Le
blinatumomab, un anticorps bispécifique de type BITE anti-CD3-CD19 posséde une AMM dans
certains sous-types de leucémies B réfractaires. Le format BITE, qui est une petite molécule formée
de la fusion de deux fragments scFv, a une demi-vie trés courte ce qui nécessite une infusion
continue via une pompe miniaturisée. Plusieurs essais cliniques en cours portent sur des formats
d’'immunoglobulines entiéres ayant une demi-vie prolongée. De nombreux formats ciblent le CD3 et
le CD19 (ou le CD20, le CD30, le BCMA) dans les leucémies, les lymphomes ou les myélomes. D’autres
ciblent le CD33 ou le CD123 dans le traitement des leucémies myéloides, ou encore EpCAM, CEA,
PSMA, HER2, EGFR ou GP100 dans certaines tumeurs solides (13, 14). Pour augmenter la spécificité
des anticorps bispécifiques, certains formats permettent d’associer trois valences, permettant de
combiner une valence reconnaissant le CD3 et deux valences dirigées contre I’antigene tumoral pour
augmenter la stabilité et la puissance d’activation. La spécificité pour le tissu tumoral peut étre
augmentée en associant deux antigenes différents, ce qui peut s’avérer trés important dans les
tumeurs solides comme déja évoqué pour les cellules CAR-T. Des récepteurs activateurs autres que le
CD3 sont également ciblés. Ils sont spécifiques des lymphocytes T (CD137/4-1BB, 0X40), des cellules
NK (CD16, NKG2D) [15], ou des macrophages/cellules dendritiques (CD40, CD47). Enfin, d’autres
formats en cours de développement ont pour objectif de transformer un signal inhibiteur en signal
activateur (anticorps bispécifique anti-PDL1 antagoniste et CD137 ou OX40 agoniste).

Un concept complémentaire aux anticorps bispécifiques nommé Immac a été développé récemment.
Il est basé sur la fusion d’un épitope anti-CD3 aux domaines extra-cellulaires des chaines a/f3 du TCR
permettant la reconnaissance du complexe CMH-I/peptide (16, 17). L'Immac permet ainsi de diriger
I’'ensemble des lymphocytes T CD3"* sur la cellule tumorale exprimant les complexes CMH-I/peptide,
et ainsi de cibler non seulement des antigénes membranaires, comme les anticorps bispécifiques,
mais surtout les antigénes intracellulaires qui ne peuvent étre ciblés par des anticorps.

L’ensemble des développements évoqués ici sont en évaluation clinique et pourraient rapidement
venir renforcer I'arsenal clinique en immunothérapie et permettre une meilleure personnalisation
des traitements.
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